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【 緒言 】   
口腔癌の顎骨への浸潤破壊は治療法の選択，手術範囲の決定，そして予後を左右する負の要因  
となっている。それゆえに癌の顎骨浸潤，骨破壊を制御する治療の開発は，重要な課題である。  
癌の骨破壊は，癌細胞の産生する種々のサイトカインによって惹起され，破骨細胞性骨吸収が生  
じる。破壊された骨からは様々な成長因子が骨浸潤先端部に遊離し，骨微′ト環境を破壊して，癌  
細胞の増殖をさらに促進するという悪循環が生じる。近年，骨から遊離する因子のうち，癌骨破  
壊においては骨基質中のtransforming growthfactor・β（以下TGF・β）が注目されてきており，こ  
れらを標的とした骨転移治療が報告されている。癌の骨破壊により，骨基質に貯蔵されていた  
TGF・βが遊離され，そのTGF・βは骨周囲の癌細胞に作用し，骨破壊を促進する。しかしながら，  
口腔癌の骨破壊機序におけるTGF－βシグナルの役割は未だ明らかになっていない。当科における  
下顎歯肉癌患者21名の下顎骨切除標本の検索結果から，圧迫型の骨破壊を認める標本では  
TGF・βならびにTGF・βⅠ型受容体（以下TGF・βR）の発現はみられなかった。一方，浸潤型骨破壊  
を認める症例においてはTGF・βならびにTGF・βR両者に有意な発現の先進が認められた。この  
ことから，口腔痺の骨浸潤，骨破壊においてもTGF・β－TGF・βRシグナルが関与することが示唆  
される。そこで口腔扁平上皮癌マウス骨破壊モデルを用いて，TGF・βRの阻害剤となるTGF・β  
receptorIkinaseinhibitor（以下TβRI・Ⅰ）の効果とその有用性を検討し，TGF－βシグナルの骨浸  
潤における役割について検討を行った。  
【材料ならびに方法】  
1．手術材料の検討：1992…2003年の当科における下顎歯肉癌患者の手術標本を用い，一次抗体   
として抗ヒトTGF・βウサギポー」クローナル抗体，抗ヒトTGf■・βRIウサギポリクローナル抗体   
を用いて免疫組織化学染色を行った。  
2．口腔扁平上皮癌細胞殊におけるTGゼ・βの発現：本実験で用いた口腔扁平上皮癌細胞株は，  
10％FBS含有D・MEMrF・12培地にて5％CO2気相下にて培養し，それぞれの細胞株のTGF・β，   
TGF・βR蛋白の発現量はウエスタンプロット法にて検討を行った。  
3．癒骨浸潤モデルにおける検討：4適齢雌マウス左大腿骨傍骨膜に唐紙胞を1Ⅹ106個注入し，   
翌日よりTβRI－Ⅰ（10mg此∂を腹腔内に連日投与した。癌細胞の注入後28日目に骨破壊巣の   
状態を軟Ⅹ線照射にてⅩ線学的に，H．E．染色を用いて組織学的に評価した。  
4．細胞増殖・遁走能試験：増殖能は，HSC2 細胞を播種し Recombinant Hu皿an   
TGF・β（5ng／ml）とTβRI－Ⅰ（500nM）を加え，MTT7ッセイを行った。遁走能は，ポイデンチャ   
ンバー法を用いメンプレン上部にHSC2細胞とTGF・β，TβRI－Ⅰを加え，10％FBSを走化因子   
としてメンプレン下層の細胞数を測定し，その平均により評価した。  
5．破骨細胞形成能の検討：マウス大腿骨及び脛骨から採取した骨髄細胞を，TGF・β及び   
Tβ旦Ⅰ－Ⅰで刺激し 6日間培養後，TRAP染色を行い，破骨細胞数の算定を行った。   
6．TGF・Bで誘導される因子の検討：HSC2細胞，HSC4細胞を播種し，TGF・β，TβRI－Ⅰを加え   
24時間培養後，CM中の各種因子のmRNA発現量の測定を，リアルタイムRT－PCR法を用い   
て行った。  
7．統計分析：免疫組織標本における相関関係の検討にはx2乗検定，2群の有意差検討には   
FisherのPLSD法を用いた。危険率5％未満を有意差ありと判定した。  
【結果】  
1．手術材料の検討：免疫組織学的検討において，圧迫型の骨破壊を認める標本ではTGF一βな   
らびにTG叩Rの発現はみられなかったが，浸潤型の骨破壊を示す標本では癌細胞の核におい   
てTG甘・β，TGF・βRの発現が有意に上昇していた。  
頗Rの発現：HSC2細胞，HSC4細胞共に   
TGF－β発現は強く認められた。一方，HSC2細胞ではTGF・PR発現は強くみられたが，HSC4   
細胞においてはTGF・βR発現が殆どみられず，TGF－β発現は同じであったが，TGF・βRに差が   
あるHSC2細胞とHSC4細胞をTGF・βRの重要性に着目し，以下の実験に用いた。  
3．鱒RI－ⅠがHSC2細胞におけるSmad2／3のリン酸化に及ぼす影響の検討：TG叩をHSC2細   
胞に添加すると，Smad2／3のリン酸化は上昇し，HSC2細胞を100，1000nMのTβRI・Ⅰで前   
処理後TGF・βで刺激するとTβRトⅠ濃度依存的にSmad2／3リン酸化は減少した。このことか   
らTβRI－ⅠはSmad2／3のリン酸化を抑制することによってTGF－βシグナルを阻害することが   
確認できた。  
4．叩RrIがマウスの痺骨破壊巣に与える影響：癌細胞を移植したマウスにおいて増殖した腫瘍   
体積はHSC2細胞とHSC4細胞を単独移植したものの間，HSC2細胞のみ移植したマウスと   
HSC2細胞移植後，TβRI・Ⅰを腹腔内に連日投与したマウスとの間に，有意差は認められなか   
った。しかしながら，癌骨破壊面積に関しては，HSC2細胞移植後，TβRI－Ⅰを腹腔内に連日   
投与したマウスはHSC2細胞のみ移植したマウスと比較して骨破壊が有意に抑制されていた。  
5＿TGF・？シグナルが腫瘍細胞自身に与える影響：HSC2細胞，HSC4細胞共にTGF・βによって   
増殖能に変化は認めなかったが，HSC2細胞においてはTGF・βによって遁走能は濃度依存的に   
有意に促進され またTGF・βによって促進された遁走能はTβ和一Ⅰによって濃度依存的に抑制   
された。  
6．TGF・？シグナルが破骨細胞分化に与える影響．ならびに誘導する因子：HSC2細胞をTβRI・Ⅰ   
で前処理後にTGF・βで刺激したCMではHSC2細胞をTGF・βで単独処理したCMと比較して   
有意にW陽性多核細胞形成が抑制されることが確認できた。また，HSC2細胞において   
は，TGF・βによってTNF・α，CCN2，RANKLmRNA発現量の有意な上昇を認めた。  
【考察】   
手術材料での免疫組織学的検討により，圧迫型を示す癌細胞に比べ，浸潤型骨破壊を示す口腔  
癒はTGF・β，TGF・βRを高発現しており，口腔癌はTGF・βシグナル伝達能力をあわせ持つこと  
が示唆された。また，マウス癌骨破壊モデルにおいて，TβRI・Ⅰによって骨破壊が有意に阻害さ  
れたことより，TGF・βシグナルがTβRI・Ⅰによって阻害されることが推察される。これらのこと  
と，invitroにおいてTβRI－ⅠがSmad2／3のリン酸化を抑制したことから，口腔癒においては  
TGF・Pで誘導したSmad2／3のリン酸化によって種々の因子の産生が冗進し，骨破壊を誘導する  
ことが推察された。また，TβRI・Ⅰは有意にTGF・βによって促進された遁走能を抑制することか  
ら，Smad2／3を介した運動能に関するTGF・β促進プロモーター活性を効果的に阻害することが  
示唆された。これらのことより，口腔癌におけるTGF・βシグナルは破骨細胞を介した癌の骨破壊  
や，癌細胞の骨への浸潤促進において重要な因子となることが示唆された。   
【 結論】   
癌細胞に発現するTGF・βRは浸潤型骨破壊をおこす口腔扁平上皮癌の予測因子となる可能性  
が示唆されTGF・βシグナルは口腔扁平上皮癌・顎骨浸潤に対して標的分子となる可能性が示唆  
された。   
論文審査結果の要旨   
口腔癌の顎骨への浸潤破壊は治療法の選択，手術範囲の決定，そ  
して予後を左右する負の要因となっている。それゆえに癌の顎骨浸  
潤，骨破壊を制御する治療の開発は，重要な課題である。癌の骨破  
壊は，癌細胞の産生する種々のサイトカインによって惹起され，破  
骨細胞性骨吸収が生じる。破壊された骨からは様々な成長因子が骨  
浸潤先端部に遊離し，骨微小環境を破壊して，癌細胞の増殖をさら  
に促進するという悪循環が生じる。近年，骨から遊離する因子のう  
ち，癌骨破壊においては骨基質中のtransfbrming growth factor－  
β（以下TGF－β）が注目されてきており，これらを標的とした骨転移  
治療が報告されている。癌の骨破壊により，骨基質に貯蔵されてい  ??????
に作用し，骨破  たTGF－βが遊離され，そのTGF・βは骨周  
壊を促進する。しかしながら，口腔癌の骨破壊機序におけるTGF－  
βシグナルの役割は未だ明らかになっていない。本研究では下顎歯  
肉癌患者の下顎骨切除標本を用いて浸潤型骨破壊とTGF－β及びそ  
のレセプターの関連性を検討した。さらにTGF－βreceptorIkin  
aseinhibitor（TβRI－Ⅰ）を用いてTGF－βシグナルと癌顎骨破壊のメ  
カニズムについてin vivo，in vitroの検討を行った。その結果、癌  
細胞に発現するTGF－βRは浸潤型骨破壊をおこす口腔扁平上皮癒  
の予測因子となる可能性が示唆された。またTGF－βシグナルは口腔  
扁平上皮癌の顎骨浸潤に対して標的分子となる可能性が考えられ  
た。これらの知見は口腔扁平上皮癌の骨破壊におけ  
ルの役割を明らかにしたものであり，本研  
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する治療の開発に重要な方向性を示唆する  
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のであ   
